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Bei Dispersionen von Phospholipiden In enfeprechenden Konzentrationen in waiSrigen Medien bilden 
sich Lipjddoppelschichten aus, die sich zu vesikularen Partikein zusammenschlie/Jen. Im einfachsten Fall 
liegen mehrere Phospholipid-Bilayer konzentrisch umeinander und schlie/3en dabei Jeweils einen wai3rigen 
Zwischenraum ein. Diese Upidvesikel warden multilamellare Vesikel (MLV) oder allgemein Uposomen 
5 genannt. Mit geelgneten Herstellungsmethoden konnen auch Uposomen hergestellt werden, die aus nur 
einem Phospholipid-Bilayer bestehen, welches einen wafirigen Kern elnschlie^t. Vereinbarungsgema/3 
differenziert man zwischen drei Typen von Uposomen, die sich hinslchtlich ihrer Grofie und ihrer Anzahl an 
Bilayern unterscheiden: 

multilamellar vesicles (MLV): 0,5 - mehrere um 

10 small unilamellar vesicles (SUV): 0,02 - 0,05 um 
large unilamellar vesicles (LUV): 0,06 - 0,5 um 

Man kann die Uposomen als Zweiphasen-Systeme betrachten, wobei eine wa/3rige Phase von einer 
Upidphase, die aus den Kohienwasserstoffketten der im Bilayer zusammengelagerten Phospholipide be- 
steht. eingeschlossen wird. Diese Tatsache erSffnete unter anderem die Moglichkelt, sie im therapeutlschen 
IS Bereich, nSmlich als WirkstofftrSger, einzusetzen. Dabei kSnnen wasserlQsliche Wirkstoffe in die wafirige 
Phase und lipidlosliche Wirkstoffe in die Upidphase der Uposomen eingebaut werden, Med. Phys. 9, 149- 
175,(1982). 

Uposomal verkapselt wurden bisher eine sehr groBe Anzahl unterschiedlicher Wirkstoffe und Wirkstoff- 
gruppen, wie z.B. Antlbiotlka (Gentamycin), Steroide (Triamcinolin), Cytostatika (Cisplatin), Fungizide 
20 (Amphotericin B), Proteine (Insulin), Antl-Tumormlttel (Adriamycln). Die Wirksamkeit dieser wirkstoffhaltigen 
Uposomen konnte an in vitro-Untersuchungsmodellen und auch In in vivo-Untersuchungen gezelgt werden. 

Bei alien aufgefUhrten Beispielen wird die Fahlgkelt der Uposomen ausgenutzt, Wirkstoffe unterschied- 
lichster Art zu verkapsein und Im Blutkrelslauf zu transportleren. 

Seit Anfang der sechziger Jahre wurde in tierexperimentellen Untersuchungen festgestellt, daS es nach 
26 Infusionen/Injektionen von in wa/Jriger L5sung dispergierten Phospholipiden zu einem Anstieg der Konzen- 
trationen an frelem Cholesterin im Serum kommt, Drug Res. 24» 11-16, (1974); J.Upid Res. 1, 343-348 
(1960); J. Path. Bact 94, 77-87, (1967); J. Ub. & Clin. Med. 56^ 30-37. (1960); Artery 1^, 106-fl4. (1975) 
und FEBS Letters 143-147^ (1988). AuiSerdem wurde gefunden, dai5 es nach einer Langzeit-Behand- 
lung von atherosklerotischen Kaninchen mit Phospholipid-Dispersionen und mizellaren Phospholipld-Losun- 
30 gen zur Regression atherosklerotischer Plaques in den Aortenwanden kommt. 

Bei keiner der bekannten Untersuchungen erfolgte eine Analyse der Lipidartikel mit Untersuchungsme- 
thoden wie z.B. Licht- und Elektronenmikroskopie. Aufgrund der In der Uteratur beschriebenen Herstellungs- 
methoden waren die daraus resultierenden Phospholipid-Dispersionen hinslchtlich Aufbau und Gr6/3e der 
Partikel jedoch sehr heterogen. 
35 Ziel der Erfindung ist es, wirksame Mittel zur Behandlung von Atherosklerose zu entwickeln. Die 
Aufgabe wird durch die Bereltstellung eines Mittels zur Behandlung von Atherosklerose, enthaltend wirk- 
stofffreie, Uberwiegend unliameliare Phospholipid-Llposomen, gelost. 

Durch die intravenose Appllkatlon der Uposomen wird kSrpereigenes Cholesterin aus den unterschled- 
lichsten Geweben mobilisiert und aus dem Korper entfernt. Der therapeutische Effekt der wirkstofffreien 
40 Phospholipid- Uposomen liegt im Abbau der atherosklerotischen Plaques In den Gefa/3wanden. 

Bei einem therapeutlschen Einsatz der erfindungsgema^en Phospholipid-Uposomen ist ihre Homogeni- 
tat In Gr5fle und Aufbau von entecheidender Bedeutung. Bevorzugt wird eine mittlere TeilchengroUe der 
Phospholipid-Liposomen von 50 bis 120 nm, iDesonders bevorzugt 50 bis 80 nm. 

Uposomen vom Typ LUV bzw. SUV sind auch deshalb von Vorteil, weil sie eine wesentlich ho here in 
^'^Q i!! vitro- Stabilitat als LIposomen vom Typ MLV besitzen. Bedingt durch ihre spezielle Herstellungs^ 
technik (£b. Ultraschall) haben Uposomen vom Typ SUV den Nachteii, da/J sie nur mit erhebiich groUerem 
Aufwand herzustellen sind und man auch keine so homogene Dispersion wie bei Uposomen des Typs LUV 
erhalt. 

Die Phospholipid-Uposomen der vorliegenden Erfindung werden bevorzugt intravenos applizlert. 
50 Erfindungsgema5 werden bevorzugt unliameliare Phospholipid-Uposomen zu therapeutlschen Zwecken 
eingesetzt, die aus naturlich vorkommenden Phospholilipiden, Oberwiegend aus Ei- oder Soja-Phospholipl- 
den hergestellt werden. Die eingesetzten Phospholipide enthalten Polyenyl-Fetlsaurereste mit 14 - 24 
Kohlenstoffatomen. 

Die der Erfindung zugrundeliegenden wirkstofffreien Uposomen kSnnen aus folgenden Phospholipiden 
55 hergestellt werden: 

1. Phospholipide und Phospholipldgemische, wie sie aus Soja oder Ei gewonnen werden, z.B. Gemische 
unterschiedlicher Zusammensetzung aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin mit einem 
Anteil geringer Mengen anderer Lipide oder Lipidklassen, wie z.B. neutrale Lipide, Glycolipide und 
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Sphingomyeline. 

2. Die unter Pkt. 1 beschriebenen Upide durch katalytische Hydrierung chemisch modifiziert in unter- 
schiedlichen Hydrieaingsgraden. 

3. Phospholipide natOrlichen Ursprungs, wie sie aus Soja oder Ei und anderen biologischen Materialien 
6 gewonnen werden konnen, so z.B. Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidyl- 
glycerol (PG), Phosphatldylinosit (PI), Phosphatidylsenn (PS), Phosphatldsaure (PA). 

4. Synthetlsche und halbsynthetlsche Phospholipids mit definierter Fettsaurezusamnnensetzung wie z.B. 
Di-palmitoylphosphatidylcholln (DPPC), Dl-stearoyl-phosphatfdylcholln (DSPC), Stearoyl-palnaitoyl- 
phosphatidylcholln (SPPC), DI-palmitoyl-phosphat(dylethanoiamln (DPPE), Dl-stearoyl-ph- 

10 osphatidylethanolamin (DSPE), Dl-myristoyl-phosphatidylserin (DMPS), Di-oleyhphosphatidyicholin 
(DOPC) und alle physikalisch mogllchen MIschungen der elnzelnen Substanzen. 
Zusatzlich zu den aufgefuhrten Phosphollpiden konnen bei der Herstellung wirkstofffreler Uposomen 
andere Upide und llpidartige Substanzen als Hilfsstoffe eingesetzt werden. Dazu gehoren beispielsweise die 
als Antioxidantien wirkenden Tocopherole, Tocx3pherolester und Ascorbylpalmitat und auch Stearylamin und 
75 Dicetylphosphat, die zur Erzeugung einer Oberflachenladung auf den Uposomen eingesetzt werden. 

Die beschriebenen Uposomen konnen mit einer ganzen Reihe unterschiedlicher Methoden hergestellt 
werden. 

a) Hochdruckhomogenislerung 

b) Extrusion durch Polycarbonatmembranen 
20 c) Mikrofluidislerung 

d) Extrusion durch Keramik-Flltermodule 

e) Detergens-Dialyse 

f) Losungsmittel-lniektlon 

g) Reverse-Phase Evaporation- Methode (REV) 
26 h) Calciuminduzierte Fusion 

i) Ether- Infusionsmethode 

i) Komblnatlon mehrerer Herstellungsmethoden: 

1. Hochdruckhomogenisierung mit anschliefiender Extrusion durch Keramikfiiter (d) Oder PC-Membranen 

(b) 

30 2. Mikrofluidisierung mit anschlieSender Extrusion durch Keramikfiiter (d) oder PC-IVIembranen (b). Zur 
Herstellung von wirkstofffreien Uposomen konnen als wafirige Phase bzw. Hydratisierungsmedien neben 
einfachen Salzlosungen (z.B. physiologische NaCI) alle fur einen physioiogischen Einsatz geeigneten 
waj3rigen Losungen und Puffer benutzt werden (wie z.B. Kohlenhydrat- und Glycerln-haltige Losungen). 
Mit Ausnahme von Hersteliungsmethode (h) slnd alle aufgefuhrten Upide bei den anderen Methoden 
35 einsetzbar. Bel den [\/lethoden (a-d) und 0) verlauft die Herstellung der Uposomen generell in zwei 
Schrltten. Im ersten Schritt werden Phospholipide in einem wS/Jrigen Medium disperglert, Dazu wird eine 
entsprechende Menge Phospholipid entweder in einen Rundkolben oder in ein Becherglas eingewogen und 
mit der wa^rigen Phase (z.B. physiologische KochsaizlGsung, 2,5 %-ige Glycerinlosung, 5 %-lge SorbitlQ- 
sung) versetzt Die Dispergierung des Phospholipids wird so vorgenommen, da/3 bei Raumtemperatur 2 
40 Stunden geschQttelt wird oder die Dispersion 15-30 min am Rotationsverdampfer bei mittlerer Umdre- 
hungszahl bewegt wird. Eine weitere Moglichkeit der Dispergierung besteht darin, Upid und wSSrIge Phase 
10 mIn bei Raumtemperatur mit einem Ultraturrax (bei 5000 Umdrehungen/min) zu behandeln. Bei den so 
durchgefijhrten DIspergierungen bilden sich Uposomen vom Typ MLV, die eine sehr gro^e Verteilungsbrei- 
te hinsichtlich ihrer Teilchengroi3e besitzen. Die auf die oben beschriebene Art und Weise hergestellten 
45 Phospholipld-Dlsperslonen werden danach einem der unten aufgefUhrten Herstellungsprozesse unterworfen. 

a) Hochdruckhomogenisierung 

Die Upid-Dispersion wird In einem handelsubllchen Hochdruckhomogenisator 5-50 min bei einem 
50 Druck grS^er als 50 bar umgewalzt. 

b) Extrusion durch Polycarbonat-Membranen 

Das dispergierte Phospholipid wird mit Hilfe eines Extruders jeweils mehrmals durch Polycarbonat- 
55 Membranen mit unterschiedlichen, kontinuierlich kleiner werdenden Poren bei Drucken zwischen 1 und 40 
bar gepre/Jt. 

c) Mikrofluidislerung 
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Ein handelsublicher Mikrofluidizer wird emgesetzt, um aus der Phospholipid-Disperslon die gewunsch* 
ten Liposomen herzustellen. Die Dispersion wird dazu in mehreren Zyklen bei Drucken groSer als 150 bar 
homogenisiert 

5 d) Extrusion durch Keramikfiltermodule 

Nach der Dispergierung des Phospholipids wird die MLV- Dispersion mit Hilfe einer Pumpe so haufig 
durch el nan Keranrtiicfilter mit Porenweiten von 0,2 - 1,0 um gepumpt, bis die gewunschte Teilchengr65e 
erhalten wird. 

10 

j) iVIethoden-Kombination 

Bei der Kombination von Hochdruckhomogenisierung und IVIikrofluidisation mit den beiden Extrusions- 
verfahren dienen die Extrusionen dazu, die Verteilungsbreiten der Teilchengro/5en der Dispersionen zu 
16 verbessem. 

Bei den folgenden l\/lethoden zur Herstellung von Liposomen des Typs LUV wird nicht tiber die Vorstufe 
der IVtLV-Bildung gegangen: 

e) Detergens-Diaiyse 

20 

Das Phospholipid und ein dialysierbares Detergens, wie z.B. Na-Cholat oder Octylglucosid werden In 
einem organischen Losungsmittel (z. B. CHCI3) aufgelost. in einem Rundkolben wird durch Entfernen des 
Losungsmittels ein Rim gebildet Der im Vakuum getrooknete Film wird mit dem entsprechenden Hydrati- 
sierungsmedlum von der Kolbenwand abgelost. Es blldet sich eine mizellare Losung, die Mischmlzellen aus 
25 Phospholipid und Detergens enthalt. Das Detergens wird mit Hilfe eines Plattendialysators Uber eIne 
geeignete Dialysemembran aus der Losung entfemt und es bilden sich Liposomen vom Typ LUV. 

g) REV-lVlethode 

30 Die Phospholipide werden in organischen LosungsmitteIn aufgelost, zu dieser Losung wird die entspre- 
chende wa/Jrige Phase gegeben. Durch Behandlung mit Ultraschall wird eine homogene Emulsion herge- 
stellt. Durch Entfernen des organischen Losungsmittels am Rotationsverdampfer werden die Liposomen 
gebildet 

35 h) Liposomenbildung (LUV) durch Calciuminduzierte Fusion 

Diese Methode ist beschrankt auf den Einsatz von sauren Phosphollpiden wie z.B. PA, PG und PS, In 
einem ersten Verfahrensschritt werden zunMchst, z.B. durch UltraschalhBehandlung von Phosphollpid- 
Dispersionen, Liposomen vom Typ SUV gebildet. Durch Zugabe von Ca^ enthaltenden Losungen fusionie- 
40 ren diese Liposomen zu multilamellaren Vesikeln. Diese Vesikel konnen durch Zugabe von EDTA in 
Liposomen vom Typ LUV Gberfuhrt werden. 

i) Ether-lnfuslonsmethode 

45 Bei dieser Art der LIposomenherstellung werden die entsprechenden Phospholipide in Diethyl- oder 
Petrolether aufgelost. Diese L5sung wird dann In eine waSrige Phase Injiziert, deren Temperatur hoher ilegt 
als die Siedepunktstemperatur des benutzten Ethers. IVIit dem Verdampfen des Ethers (kann auch Im 
Vakuum bei niedrigerer Temperatur vorgenommen werden) bilden sich Liposomen vom Typ LUV. 

Nach der Herstellung der wirkstofffreien Liposomen werden diese routinemMfiig hinsichtlich ihrer Gr6j5e, 
50 Gr6l3envertei!ung und ihres Aufbaus analysiert. 

Zur Bestimmung des mittleren Teilchendurchmessers und der entsprechenden Verteilungsbreite wird 
die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) herangezogen. Dazu mussen die Uposomenproben mit dem 
Hydratisierungsmedium in einen fCir die Messung giJnstigen Konzentrationsbereich gebracht werden. In 
efnem handelsublichen Gerat, z. B. Autoslzer He der Fa. Malvern, wird dann das Laserstreulicht In einem 
55 Beobachtungswinkel von 90 ' gemessen. Die gemessenen Streulicht-lntensitaten werden mit Hilfe mathe- 
matischer Modelle in mittlere Tellchendurchmesser umgerechnet. 

Der Aufbau (Lamellaritat) der hergestellten Liposomen wird mittels Transmissionselektronenmlkroskopie 
nach Negativkontrastierung untersucht, Biophys. Acta 557, 9-23 (1979). Die Abbildungen 1 und 2 zeigen 
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eine elektronenmikroskopische Aufnahme sowie die GroSenverteilung (PCS-Messung) von Liposomen, die 
gemalS Beispiel 2 hergestellt wurden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Zlel, wirkstofffreie Liposomen zur Behandlung von Atheroskierose 
und anderer Stoffwechselkrankheiten, wie z. B. Hypercholesterinamle einzusetzen, ist vollig unabhangig von 

5 der Jeweliigen' Herstellungsmetiiode der verwendeten Liposomen. Mit alien der in den Beisplelen aufgefuhr- 
ten Liposomen lafit sich eine IVlobilisierung von korpereigenem Cholesterin erzlelen. 

Sowohl aus den oben geschilderten Grdnden der HomogenitMt und StabilitMt der LIposomen-Dlspersio- 
nen als auch aus Untersuchungen mit gema/3 Beispiel 21 hergesteilten multilameiiaren gro/Ben Liposomen 
(IVILV) ergibt sich, 6aB zur Erreiciiung des angestrebten therapeutischen Effekts wirkstofffreie Liposomen mit 

10 mittleren TellciiengroiBen von 50 bis 120 nm am besten geelgnet sind. 

Wie in Untersuchungen zur cholesterinmobilisierenden und antiatherosklerotisclien Wirkung unilamella- 
rer, wirkstofffreier Liposomen gezelgt werden konnte, (Belsplele 21 u. 22) sind Liposomen mit TeiichengrS- 
Hen unteriiaib 200 nm deutlicii effektiver als groCere, Dabei stellen slch Liposomen ais biologisch besonders 
aktiv heraus, die gemafi Beispiel 13 ^^ergestellt wurden und eine Teilc[iengr6/3e von nur 60 nm besafien. 

15 Von Vorteil ist im besonderen auch noch, dal3 die eingesetzten Phospholipide und die meisten zur 
Uposomenherstellung benutzten Hilfsstoffe seit vielen Jahren in handelsOblichen Fettemulsionen zur paren- 
teralen ErnShrung eingesetzt wurden. Die physiologische Unbedenkllchkelt der verwendeten Substanzen ist 
damit gewahrleistet. 

Untersuchungen mit i.v.-applizierten, wirkstofffreien Liposomen (hergestellt gema/J den Beispielen 1 - 

20 20) haben deren antlatherosklerotlsche, cholesterinmobilisierende Wirkung unter Beweis gestellt. Als Unter- 
suchungsmodelle dienten Kaninchen, wobel in einer Versuchsreihe mit einer Standarddiat ernahrte Tiers 
eingesetzt wurden. in der zweiten Versuchsreihe wurden dagegen Tiere eingesetzt, die nach einer 
14wochigen FUtterung mit einer cholesterinreichen Diat (0,3 g CholesterlnA'ag) eine Atheroskierose entwlk- 
kelt haben. Beiden Untersuchungsgruppen wurden wirkstofffreie Liposomen i.v. appliziert. 

25 Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen zelgen einen deutllchen, therapeutisch nutzbaren Effekt i.v.- 
applizierter, wirkstofffreier Phospholipid-Liposomen. Durch intravenose Injektion der erfindungsgemaSen 
Liposomen wird korpereigenes Cholesterin mobilisiert und im Blutkreisiauf in der LDL-Cholesterin-Fraktion 
trans portiert. Neuere Untersuchungen (Perspectives in Biology and IVledicine 27, 3 (1984) zeigen, 6a(i das 
Cholesterin von den wirkstofffreien Liposomen im Austausch gegen Phospholipid unter Vermittlung der 

30 Lipoproteine aufgenommen wird. Ober den Metabolismus dieser cholesterinreichen liposomen gibt es noch 
keine genaueren Untersuchungen. in den Tierversuchen wurde aber auch gezeigt, daB eine Behandlung mit 
wirkstofffreien Liposomen uber einen langeren Zeitraum zu einer deutlichen Verminderung atheroskleroti- 
scher Ablagerungen in den GefaiSwanden flihrt. Der Hauptschwerpunkt beim therapeutischen Einsatz der 
wirkstofffreien Liposomen liegt deshalb in der Regression atherosklerotisch bedingter Gefafischadigungen. 

35 Die Wirksamkelt der Liposomen 1st unabhSnglg von der Methode ihrer Hersteilung, so da0 alie in den 
Beispielen aufgefiJhrten Liposomen eingesetzt werden konnen und zu einem therapeutisch nutzbaren Effekt 
fuhren, wobei das Ausma0 der Cholesterinmobilisierung und damit der therapeutische Nutzen bei der 
Verwendung unilamellarer Liposomen mit einer Partlkelgrofie unter 120 nm deutlich zunimmt. 

40 Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der erfindungsgema/Jen Liposomen (hergestellt 
nach Beispiel 2). 

Rg. 2 zeigt die Gr60enverteilung (PCS-Messung) von Liposomen (hergestellt gema/J Beispiel 2). 
45 Rg. 3 zeigt den Cholesterin-Gehalt Im Serum In Abhanglgkeit der Anwesenheit von Liposomen (60 nm), 
Liposomen (200 nm) und mizellarer Dispersion. Kontrolle ist eine 0,9 %ige NaCl-Losung. 

Fig. 4 zeigt den Phospholipid-Gehalt im Serum in Abhangigkeit der Anwesenheit von Liposomen (60 
nm), Liposomen (200 nm) und mizellarer Dispersion. Als Kontrolle dient eine 0,8 %ige NaCI-L6sung. 

Fig. 5 zeigt den LDL-Cholesterin-Gehalt in AbhSngigkeit der Anwesenheit von Uposomen (60 nm), 
50 Liposomen (200 nm) und mizellarer Dispersion. Als Kontrolle dient eine 0,9 %ige NaCI-Losung. 

Beisplele 

Die Beispieie 1 bis 20 beschreiben die mSglichen Hersteliungsverfahren und -bedingungen fur die 
55 erfindungsgemai3en wirkstofffreien Liposomen. 

Beispiel 1 
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20 g Soja-Phospholipide werden in einen 2-1-Rundkolben eingewogen, dazu werden 200 m( 0,9 %ige 
NaCI-Losung gegeben. An einem Rotationsverdampfer wird das Phospholipid be! 100 Unndrehungen/min 30 
nnin, bei einer Wasserbadtemperatur von 40 ' C, vollstandig dispergiert. 

Danach wird die Dispersion in einen Extaider eingefiillt und bel 20 - 25 ° C nacheinander jeweils 
zehnmal durch Polycarbonatmembranen (Fa. Nuclepore) der folgenden Porenweiten geprefit: 1,0; 0,8; 0,6; 
0,4 und 0,2 urn. Zur Extrusion wird Na-Gas benutzt, ein maximaler Druck von 10 bar wird nicht 
uberschritten. Inn Anschlufi an die Extrusion wird durch einen Tiefenfllter (0,2 um) sterilfiltriert. 

Beispiel 2 

100 g Ei-Phospholipide und 269 mg a-Tocopherol werden in einen 2 l-Rundkolben eingewogen und in 
500 ml CHCI3 aufgelost. Das Ldsungsmittel wird im Wasserstrahlpumpenvakuunn bei 40 " C abgezogen. 
Der gebildete Lipidfilm wird zusatzlich 12 Stunden Im Sipumpenvakuum bei 40 'C getrocknet. Der 
getrocknete Lipidfilm wird mit 200 ml 2,5 %iger Glycerinlosung analog zu Beispiel 1 dispergiert. Die Lipid- 
Dispersion wird in einem Hochdruckhomogenisator 20 min bei 300 bar homogenislert. Im Anschlu/J an die 
Hochdruckhomogonislerung wird die Dispersion sterilfiltriert. 

Beispiel 3 

50 g Ei-Phospholipide werden in ein 200 ml-Becherglas eingewogen. Dazu werden 100 ml 5 %iger 
Sorblt-L9sung gegeben. Dispergiert wird durch eine lO-minOtlge Behandlung mIt einem Ultratunrax-Gerat 
bei 5000 Umdrehungen/min. Danach wird mit 5 %lger Sorbitlosung auf ein Gesamtvolumen von 200 ml 
elngesetllt. Diese Dispersion wird mit einem Mikrofluldizer 10 min bel 600 bar im Umlaufverfahren 
bearbeltet 

Beispiel 4 

2.0 g Soja-Phospholiplde und 5 mg a-Tocopherol werden in einem 500 ml-RundkoIben eingewogen und 
in CHCI3 aufgelost Nach Abziehen des Lbsungsmittels im Wasserstrahlpumpenvakuum wird noch 12 
Stunden im Olpumpenvakuum bei 40 * C getrocknet. AnschlleiJend wird der Lipidfilm mit 200 ml 2,5 %iger 
GlycerinlSsung analog zu Beispiel 1 vollstSndig dispergiert. DIese Dispersion wird Im Hochdruckhomogeni- 
sator 5 min bei 600 bar umgewalzt und anschlleBend sterilfiltriert. 

Beispiel 5 

40 g El-Phosphollpide und 107 mg a-Tocopherol werden In ein Becherglas eingewogen und 100 ml 2,5 

%lge Glycerinlosung dazugegeben. Die Dispergierung wird mit einem Ultraturrax vorgenommen (10 min, 
5000 U/min), danach wird mit Glycerinlosung auf 200 ml aufgefullt. Die Dispersion wird in einen Extruder 
umgefUIlt und genau wie in Beispiel 1 behandelt. 

Beispiel 6 

250 mg DPPC werden zusammen mit 319 mg Oktylglucosid in einen 250 ml-Rundkolben eingewogen 
(Upld/Detergens-Verhaltnis = 0,3) und in 50 ml CHCI3 aufgelost. Das Losungsmittel wird im Olpumpenva- 
kuum getrocknet. Nach Zugabe von 10 ml physlologischer Kochsalzlosung enteteht eine Ware Losung, 
DIese Losung wird 4 h lang In einem Plattendlalysator gegen 0,9 %ige Kochsal2l(5sung dialysiert. 

Beispiel 7 

250 mg Soja-Phospholipide werden zusammen mit 430 mg Na-Cholat (Lipid-Detergens-Verhaltnis = 
1,0) in CHCI3 aufgelost. Der getrocknete Lipidfilm (Beispiel 6) wird in 2,5 % Glycerinlosung aufgenommen 
und 4 h gegen die gleiche Losung dialysiert. 

Beispiel 8 

1,0 g Ei-Phospholipide und 2,5 mg a-Tocopherol werden zusammen mit 1,2 g Na-Cholat in CHCI3 
aufgelost (Lipid-ZDetergens-Verhaltnis = 1,0). Nach Abziehen des Losungsmittels und Trocknung des 
Lipidfilms wird diese in 10 ml 5 %iger SorbitlSsung aufgenommen, dIese Losung wird 4 h dialysiert. 
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Beispiel 9 

100 g EhPhospholipide, 5 g Stearylamin und 100 mg a-Tocopherol werden in einem 2 (-Rundkolben in 
CHCI3 aufgelost. Nach Abdampfen des Losungsmittels wird der Lipidfilm im Vakuum getrocknet und in 1 I 
5 0,9 %iger NaCI-Losung am Rotationsverdampfer be! 40 ' C 2 h dispergiert. Diese Dispersion wird mit Hilfe 
einer Pumpe so oft durch ein Keramikfilternnodul (CerafloTM) mit einer Porenweite von 0,2 urn gefordert. bis 
sfch die gewtinschte TeiichengrfiiSe eingestellt hat 

Beispiel 10 

10 

4,0 g Phosphatidylcholin (PC) und 0.2 g Dicetylphosphat werden in 100 ml Ethanol aufgelost. Diese 
Losung wird mittels einer Spritze in 1 ,5 I 0,9 %ige NaCI-L5sung gespritzt. Die entstehenden Uposomen 
werden durch Ultrafiltration bis auf eine Phospholipid-Konzentratlon von 50 mg/ml ankonzentriert. 

15 Beispiel 1^ 

2,5 g Ei-PhosphoHplde und 2,5 g hydrierte El-Phospholipide werden in einem 2 l-Rundkolben in 600 ml 
eines Gemisches aus Isopropylether/Chloroform (1 : 1) aufgelost. Dazu werden 100 ml einer wa|3rigen 5 
%igen Sorbitlosung gegeben. Diese Praparation wird 1 h In einem Ultraschallbad behandelt, bis eine 
20 homogene Emulsion entstanden ist. Aus dieser Emulsion wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer 
abgezogen, worauf sich die Uposomen bilden. 

Beispiel 12 

25 100 mg Soja-Phospholipide werden In 30 ml Diethylether gelost. Diese LSsung wird mit Hilfe eInes 

Infusomaten in eine 60 "C warme 0,9 %ige NaCI-Losung mit einer Geschwindigkeit von 0,2 ml/min injiziert. 
Gleichzeitig mit dem Verdampfen des Losungsmittels bilden sich unilamellare Phospholipid-Uposomen. 

Beispiel 13 

30 

30 g Ei-Phospholipide werden in ein Becherglas eingewogen, dazu werden 200 ml 0,9 %ige NaCl- 
Losung gegeben. Das Phospholipid wird mit einem Uitraturrax 10 min be! 5000 U/min dispergiert. Die 
Dispersion wird mit 0,9 %iger NaCI-Losung auf 300 ml aufgefullt. Danach wird in einem Hochdruckhomoge- 
nisator bei 45 ' C und 560 bar 30 min homogenisiert. Anschlie0end wird die Dispersion mit Hilfe eines 
35 Extruders zehnmal durch eine Polycarbonatmembran der Porenweite 0,050 um geprefit und sterilfiltriert. 

Beispiel 14 

45 g Ei-Phospholiplde werden in ein Becherglas eingewogen. Nach Zugabe von 350 ml 0,9 %iger NaCI- 
40 Losung wird 10 min mit einem Uitraturrax bei 6000 U/min dispergiert. Die Dispersion wird anschliefiend in 
einem Hochdruckhomogenisator 5 min bei Raumtemperatur und 500 bar behandelt und danach sterilfiltriert, 

Beispiel 15 

45 45 g Ei-Phosphoiipide werden unter den gleichen Bedingungen wie in Beispiel 14 bearbeitet. Nach der 
Hochdruckhomogenisierung wird die Dispersion mehrmals (mindestens 10 Umlaufe) durch einen Keramikfil- 
ter (CerafloTW) mit der Porenweite 0,2 um gepumpt und anschlie^end sterilfiltriert. 

Beispiel 16 

50 

35 g El-Phospholipide werden mittels eines Uitraturrax bei 5000 U/min 5 min in 2,5 %iger Glycerin- 
Losung in 10 m M Tris x HCI, pH 7,5, dispergiert. Die Dispersion wird mindestens lOmal durch einen 
Keramlkfllter der Porenweite 0,2 urn gepumpt und anschliei^end sterilfiltriert. 

65 Beispiel 17 

100 g B-Phospholipide und 269 mg a-Tocopherol werden gemaiS Beispiel 2 behandelt. Nach der 
Hochdruckhomogenisierung wird die Dispersion entweder mit Hilfe eines Extmders zehnmal durch eine 
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Polycarbonatmembran der Porenweite 0.1 mm oder mit einer Pumpe durch einen Keramikfilter der 
Porenweite 0,2 urn gepumpt. 

Beisplel 18 

2,0 g Ei-Phospholipide werden in einem 500 ml-Rundkolben mit CHCI3 aufgelost. Das Losungsmittel 
wird im Wasserstrahlpumpenvakuum entfernt und der entstandene Lipldfilm 12 h im Olpumpenvakuum be! 
maximal 40 getrocknet. Der Lipldfilm wird In 150 ml 0.9 %iger NaCI-Losung gema^ Beispiel 1 
dispergiert. Diese Dispersion wird in einem IVIikrofluidizer 5 min bei Raumtemperatur und 850 bar behandelt 
und ansclilieSend sterilflltriert. 

Beispiel 19 

2,0 g Ei-Phospholipide werden gemai3 Beispiel 18 bearbeitet. Nach der Mikrofluidisierung wird die 
Dispersion entweder mittels eines Extruders zehnmal durch eine Polycarbonatmembran der Porenweite 0,1 
urn gepre/?t oder zehnmal durch einen Keramikfilter mit der Porenweite 0,2 um gepumpt. Das Endprodukt 
wird dann sterilflltriert. 

Beispiel 20 

50 g Ei-Phospholipide werden gevnaB Beispiel 3 bearbeitet, nach der Mikrofluidisierung wird mit der 
Dispersion analog zu Beisplel 19 verfahren. In den Beispielen 21 und 22 wird die Anwendung der 
wirkstofffrelen Uposomen ais Mittel zur Mobillsierung von Choiesterin und zur Regression atheroskleroti- 
scher Plaques beschrieben. 

Beispiel 21 

In einem TIerexperiment wird die Wirkung von Liposomen, hergestellt gemaB den Beispielen 13 und 15, 
mit einer handelsublichen mizellaren Phospholipld-Dispersion und einer MLV- Preparation verglichen. Die 
vier Dispersionen werden je 6 mit standarddiaternahrten Kanlnchen in gleichen Dosierungen intravenos 
appllzlert, eine Kontrollgruppe (n = 6) erhalt physiologlsche Kochsalzlosung. Vor der injektion und zu 5 
Zeitpunkten nach der Injektion werden Blutentnahmen vorgenommen. Folgende Serumparameter werden 
bestimmt: Gesamtcholesterln-Konzentration. LDL-Cholesterln-Konzentration, Phospholipid-Konzentration. Die 
untersuchten Proben hatten folgende Partikelgro/5en: Uposomen, Beispiel 13 = 60 nm; Liposomen, Beispiel 
15 = 200 nm; mizellare Dispersion = < 10 nm; MLV-Praparation = > 500 nm. In den Skizzen 1 - 3 ist der 
zeitliche Verlauf der Konzentratlonen der untersuchten Serumparameter dargesteiit. Daraus geht eindeutig 
hervor, da/3 die Liposomen mit einer Partikelgro^e von 60 nm hinsichtlich der cholesterinmmobilisierenden 
Wirkung am effektivsten sind. Nicht nur die Konzentration fOr das Gesamtcholesterin im Serum, sondern 
auch die Konzentration der LDL-Cholesterin-Fraktion steigen gegenuber den anderen getesteten Dispersio- 
nen bei den 60 nm-Liposomen uberdurchschnittlich stark an. Die Hohe und der zeitliche Veriauf der Serum- 
Phospholipld-Konzentration zeigt, daB die 60 nm-Uposomen deutllch linger im Blutkreisiauf zirkulieren und 
damit auch iSnger therapeutlsch nutzbar sind. 

Beispiel 22 

Zu diesen Untersuchungen wurden atherosklerotische Kaninchen eingesetzt (n = 60). Die Atherosklero- 

se wird in den Kaninchen durch eine 14wochige Ernahrung mit einer cholesterinreichen Diat (0,3 g 
Cholesterin/Tag) erzeugt. Nach Abschlul^ dieser Futterungsbzw. Atherosklerosephase haben die Tiere einen 
Plasmacholesterin-Spiegel von ca. 1 000 mg/dl. Danach wird die cholesterinreiche Diat abgesetzt, innerhalb 
von 6 Wochen sinken die Cholesterln-Plasmaspiegel auf 200 - 300 mg/dl (Randomislerungsphase). Die 
Tiere werden in eine Kontrollgruppe und 2 Testgruppen zu je 20 Tieren eingeteilt. Die TIere der 
Testgruppen erhalten intravenose Applikationen von Liposomen, die gemafi Beispiel 13 hergestellt wurden 
(Regressionsphase), 

Folgende Dosierungen wurden ausgewahit: 
Gruppe 1: 50 mg Ei-Phospholipid/kg Korpergewicht = ca. 1,0 gA/Voche 
Gruppe 2: 200 mg Ei-Phosphollpid/kg Korpergewicht = ca. 2,0 gA/Voche 
Gruppe 3: Kontrollgruppe, physiologlsche NaCI 

Die entsprechenden Volumina an Liposomen und physiologischer NaCl wurden 2x wochentlich In die 
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Ohrrandvene injizlert. Der gesamte Behandlungszeitraum betrug 16 Wochen. Danach wurden die Tiere aller 
drei Gruppen getc5tet, die Aorten entnommen, planimetrisch und densitometrisch analysiert. Als Vergleich 
wurden zusatzlich noch die Aorten von 20 normal ernahrten Kaninchien untersucht. IVlit Hllfe der rechnerge- 
steueurten Analysenmethode wurde das Ausma/3 der atherosklerotischen Gefafiscfiadigungen gemS0 der 
Bnteilung von Friedman et al (Lit. 14) vorgenommen. 

Die Ergebnisse (Tabelie 1) zeigen einen deutlichen, dosisabhanglgen antiatherosklerotlschen Effeirt der 
wirlcstofffreien Liposomen. Es kommt zu einer signiflkanten Verringerung der atlieroskierotisclien Plaques, 
besonders ausgepragt bei der holien Dosierung. 

Tabelie 1 

Anzahl der Tiere Grad der Atherosklerose 
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PatentansprUche 

1. iVIIttel zur Behandlung von Atherosklerose, entlialtend wirkstofffreie, Ubenft^iegend unilamellare 
Phospholipid-Uposomen mit einer mittleren TetlchengrfiCe von 20 bis 200 nm. 

2. IVIittel nach Ansprucli 1, dadurch gekennzeichnet, da3 die mittlere TellchengroiJe dor Phospholipid- 
Liposomen 50 bis 120 nm, besonders bevorzugt 50 bis 80 nm betragt. 

3. IVIittel nach AnsprOchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 6ali die vorwiegend unilamellaren 
Phospholipid-Liposomen aus naturlich vorkommenden Phospholiplden, bevorzugt aus Ei- oder Soja- 
phosphollpiden hergestellt werden, 

4. IVIittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. 6aB die Phospholipide Polyenyl-Fettsaurereste mit 14 
bis 24 C"Atomen enthalten. 

5. Mittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dai3 die Phospholipide aus einem Phosphollpidge- 
misch aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin mit eInem Anteil geringerer iVIengen 
anderer Upide oder LIpidklassen bestehen. 

6. Mittel nach Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet. dai3 die Phospholipid-Uposomen besonders 
aus synthetischen und halbsynthetischen Phospholiplden mit definierter Fettsaurezusammensetzung 
hergestellt sind, ausgewShlt aus der Gruppe Dl-palmitoylphosphatidylcholin, Di-stearoyl-phosphatldyl- 
cholin, Stearoylpalmitoyl-phosphatidylcholin, Di-palmitoyl-phosphatidylethanolamln, Di-stearoyl- 
phosphatidylethanolamin, Di-myristoyl-phosphatidylserin, Dl-oleyl-phosphatidylcholin sowie alle mogli- 
chen physikalischen IVIischungen der einzelnen Substanzen. 

7. IVIittet nach AnsprUchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. daiS die Phospholipid-Uposomen aus 
Phospholiplden bestehen. die durch katalytische Hydrierung aus den Phospholiplden der AnsprUche 3 
bis 6 entstanden sInd. 

8. IVIittel nach einem der AnsprUche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da/J die Phospholipid-Liposomen 
weitere Lipide oder lipidartige Substanzen als Hilfsstoffe enthalten. 
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9, Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Hilfsstoffe Antioxidanzien sind, die aus der 
Gruppe Tocopherole, Tocopherolester und Ascorbylpalmitat ausgewahlt sind. 

10, Mittel nacii Ansprucli 8. dadurch gekennzeiclinet, daiS die Hilfsstoffe ausgewahlt sind aus der Gnjppe 
Stearylamin und Dicetylphosphat. 

11, Verwendung von Oberwiegend unilameilaren Phospholipld-Llposomen zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung von Atherosklerose. 
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